Polimorfisme Gen Natural Resistence Associated Macrophage Protein-1 (NRAMP-1) Dengan PCR-RFLP dari Ekstrak Saliva Menggunakan Enzim Restriksi Fok 1 by Toding Buak, Meyanti
1 
 
POLIMORFISME GEN NATURAL RESISTENCE ASSOCIATED MACROPHAGE 
PROTEIN-1 (NRAMP-1) DENGAN PCR-RFLP DARI EKSTRAK SALIVA 
MENGGUNAKAN ENZIM RESTRIKSI FOK 1 
 
Meyanti Toding Buak
*
, Rosana Agus
a
, Mochammad Hatta
a
, Sjafaraenan
a 
*
Alamat Korespondensi e-mail:
 
meyanti.todingbuak@yahoo.com 
 
a
Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam,  
Universitas Hasanuddin, Makassar 
 
ABSTRAK 
 
Telah dilakukan penelitian Polimorfisme Gen Natural Resistence Associated Macrophage 
Protein-1 (NRAMP-1) Dengan PCR-RFLP Dari Ekstrak Saliva Menggunakan Enzim Restriksi 
Fok 1. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui apakah terdapat Polimorfisme Gen Natural 
resistence associated macrophage protein (NRAMP-1) pada lokus 3’UTR dengan PCR-RFLP 
dari ekstrak DNA saliva menggunakan Enzim restriksi Fok 1. Ekstraksi DNA dari saliva 
dilakukan dengan menggunakan Oragene DNA, kemudian sampel yang telah diekstraksi 
selanjutnya diamplifikasi pada PCR (Polymerase Chain Reaction) dengan menggunakan primer 
spesifik (F: 5’-GCATCTCCCCAATTCATGGT-3’, R: 5’-CAGGATAGAGTGGGACAGTT-3’) 
pada lokus 3’UTR dengan panjang basa 244 bp, sampel yang telah diamplifikasi kemudian 
dipotong dengan menggunakan enzim restriksi endonuklease Fok 1. Hasil penelitian 
menunjukkan bahwa tidak terdapat polimorfisme Gen Natural Resistence Associated 
Macrophage Protein-1 (NRAMP-1) khususnya pada lokus 3’UTR. Berdasarkan dari hasil 
penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa hasil ekstraksi  sampel saliva dengan 
menggunakan Oragene DNA tidak terdapat polimorfisme gen Nramp-1 pada lokus 3’UTR (Un-
translated Region) yang dipotong dengan menggunakan enzim restriksi Fok 1. 
 
Kata kunci: Saliva, gen NRAMP-1, Lokus 3’UTR, Enzim restriksi Fok 1, dan Oragene DNA. 
 
 
ABSTRACT 
 
Several study has been reported that Polymorphism Gen Natural Resistence Associated 
Macrophage Protein-1 (NRAMP-1) with PCR-RFLP from extract saliva used restriction Fok 1 
enzyme. This studied aims to know Polymorphism Gen Natural resistence associated 
macrophage protein (NRAMP-1) on loci 3’UTR with PCR-RFLP from extract saliva used 
restriction Fok 1 enzyme. This extraction of  DNA from saliva used Oragene DNA, the sample 
has been extraction then amplified with PCR (Polymerase Chain Reaction) used specific primer 
(F: 5’-GCATCTCCCCAATTCATGGT-3’, R: 5’-CAGGATA GAGTGGGACAGTT-3’) at Loci 
3’UTR with length base of PCR product is 244 bp, the sample has been amplified will be cut 
used restriction endonuklease Fok 1 enzyme. The result of this studied, not found polymorphism 
Gen Natural Resistence Associated Macrophage Protein-1 (NRAMP-1) especially Loci 3’UTR. 
Based of the result of this studied extraction of saliva sample used Oragene DNA, there’s no 
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polymorphism gen Nramp-1 on Loci 3’UTR (Un-translated Region) with cut by restriction Fok 1 
enzyme. 
 
Key words: Saliva, NRAMP-1 gene, Loci 3’UTR, Restriction enzyme Fok 1,  and Oragene 
DNA. 
 
PENDAHULUAN 
Dalam beberapa tahun terakhir, air 
liur telah diakui sebagai alternatif yang 
sangat penting dan dapat diandalkan untuk 
penelitian genetik, diagnosa klinis, obat-
obatan pribadi. Penggunaan air liur untuk 
pengujian genetik dapat menjadi cara yang 
berguna untuk mendeteksi penyakit yang 
berhubungan dengan mutasi gen atau 
variasi.  Hal ini disebabkan karena karena di 
dalam air liur mengandung DNA yang 
berasal dari epitel bukal, meskipun studi 
menunjukkan bahwa sampai dengan 74 % 
dari DNA dalam air liur berasal dari sel-sel 
darah putih (Smith, 2010). Selain itu, air  
liur memiliki beberapa keuntungan yaitu 
mudah diperoleh, tidak menimbulkan rasa 
sakit dan sampel air liur dapat disimpan 
pada suhu kamar selama bertahun-tahun 
(Rabuka, 2012). 
Faktor genetik sangat menentukan 
tubuh manusia untuk menahan infeksi, yang 
disebabkan oleh berbagai agen penyebab. 
Deteksi faktor penyebab penyakit serta 
mekanisme kerentanan dan ketahanan 
terhadap agen infeksi sangat berperan 
penting bagi pengembangan metode baru 
dalam upaya pencegahan dan pengobatan 
penyakit menular (Puzyrev, 2002). 
Gen Natural Resistence Associated 
Macrophage Proteins-1 (NRAMP-1) 
merupkan gen yang mengatur ketahanan dan 
kerentanan tubuh terhadap  Salmonella 
typhimurium, Leishmania donovani, 
Mycobacterium bovis BCG, yang diisolasi 
dengan kloning posisional tikus (Ellen et al, 
2001).  
Dalam menentukan asosiasi 
NRAMP-1 diselidiki dengan PCR-RFLP. 
Analisis RFLP sering digunakan untuk 
mendeteksi lokasi genetik dalam kromosom 
yang menyandikan penyakit yang 
diturunkan (Orita et al., 1989) ataupun untuk 
mendeteksi adanya keragaman gen yang 
berhubungan dengan sifat ekonomis, seperti 
produksi dan pertumbuhan. 
Menurut Smith (2010), dalam upaya 
mendapatkan DNA dari saliva digunakan 3 
metode yaitu metode Prosedur Kering, 
Basah dan Non invasif. Prosedur kering 
membutuhkan donor untuk menyisipkan 
cytobrush, penyeka bukal atau perangkat 
koleksi lainnya ke dalam mulut di mana 
jaringan dikorek dari permukaan gusi dan 
pipi. Metode ini mengumpulkan sel terutama 
bukal yang berkualitas lebih rendah dan 
berpotensi terkontaminasi bakteri dari gigi 
dan permukaan lainnya. Prosedur basah 
dilakukan dengan memasukkan cairan di 
mulut dan meludah ke dalam bejana 
pengumpul, obat kumur biasanya digunakan 
pada metode ini. 
Metode Prosedur kering dan Basah 
tidak mencegah bakteri tumbuh dalam 
sampel dan tidak aktif menstabilkan DNA. 
Metode ini juga melibatkan penyisipan dari 
suatu obyek atau zat ke dalam mulut. 
Metode Non  invasif menggunakan Oragene 
DNA dimana dalam prosedurnya tidak 
menimbulkan rasa sakit, sampel diambil 
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dengan cara meludah ke perangkat koleksi, 
dengan menggunakan oragene DNA dapat 
mencegah kontaminasi bakteri, dan sampel 
dapat disimpan dalam jangka waktu yang 
cukup lama Smith (2010). 
Polimorfisme merupakan variasi 
dalam urutan DNA. Banyak faktor yang 
dapat mempengaruhi polimorfisme gen pada 
seseorang diantaranya faktor keturunan 
ataupun karena lingkungan (Hatta, dkk., 
2011).  
Gen Namp-1 memiliki beberapa 
region antara lain: D543N (1703 G/A), 3’ 
untranslated region (3’UTR, 1729+55 del 4 
TGTG/del) yang berada pada daerah 55 
nukleotida downstream dari kodon terakhir 
pada exon 15, nukleotida tunggal pada 
Intron 4 (469+14 G/C), yang  mana   dapat 
memodulasi fungsi makrofag dan dilaporkan  
mempunyai hubungan dengan penyakit yang 
terkait dengan kekebalan tubuh (Fitness, 
2004). 
Beberapa bukti menunjukkan bahwa 
terdapat hubungan antara polimorfisme 
NRAMP-1 bagian 3’ UTR (Un-translated 
Region) dengan resistensi atau susceptibility 
pada penderita kusta. Pada penelitian lain 
menunjukkan bahwa lokus 3’-UTR 
menunjukkan kaitan polimorfisme dengan 
tipe penyakit lepra (Meisner, et al, 2001). 
Berdasarkan uraian di atas perlu 
dilakukan penelitian mengenai Polimorfisme 
Gen Natural Resistence-Associated 
Macrophage Protein-1 (NRAMP-1) dari 
ekstrak saliva melalui Polymerase Chain 
Reaction - Restriction Fragment Length 
Polymorphism (PCR - RFLP) menggunakan  
Enzim retriksi Fok 1. 
 
 
METODE PENELITIAN 
Bahan yang digunakan dalam 
penelitian ini adalah Saliva, larutan NaOH, 
prepIT®•L2P (PT-L2P), Kit Oragene DNA, 
Ethanol (95% - 100%), Ethanol (70%), 
Larutan TE, Etidium Bromida, Aquabidest, 
RNAse away, enzim retriksi endonuklease 
Fok 1,  Buffer Elektroforesis Tris acetic 
acid-EDTA (242 g Tris Base, 57 mL Acetic 
Acid, dan 100 mL dari 0,5 mol/L EDTA, pH 
8,0), larutan asetil-L-sistein, Na-sitrat, Gel 
Agarosa 2% yang mengandung 0,5 mg/L 
Ethidium Bromide,Taq Polymerase, PCR 
Mix (ACTP, CCTP, GCTP, TCTP), Water 
PCR Grade, 1 µl Primer 3’UTR Forward : 
5’-GCATCTCCCCAATTCATGGT-3’, 1 µl 
Primer 3’UTR Reverse: 5’-
CAGGATAGAGTGGGACAGTT-3’, 
Mineral Oil, Buffer PCR, Tempalate DNA 
hasil amplifikasi PCR, Hand scoon, Larutan 
Loading dye, Aluminium Foil, Hands cool, 
marker DNA 100 bp ladder, Kertas Film, 
dan Es serut. 
Alat yang digunakan dalam 
penelitian ini adalah Micropipet, 
Sentrifugasi, Tabung Eppendorf, Pot saliva, 
Rak Tabung, Vortex, Laminary Air Flow, 
Inkubator 50ºC, Inkubator 37ºC, PCR 
(Polymerase Chain Reaction), Elektroforesis 
Gel Agarosa, Pot saliva, Wadah plastik, 
Plastik sampel, Tabung bersekrup steril 1,5 
mL, tabung 0,5 ml steril, Water bath, Tip 
Penyaring  Steril (10, 30, 100, 200, 
1000µL),  Pipet Plastik Steril (10 ml dan 50 
ml), Cool box, Erlenmeyer 250 mL, Facon 
50 mL, Gel Doc UV, Microwave, Tabung 
Vial, Kulkas, Therma Cycler PCR (Hybaid 
Omn-E), transilluminator UV, Tangki 
Larutan Penyangga Elektroda (Mupid α), 
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Microwave, Timbangan digital, Sisir Gel, 
Cetakan Gel, dan Tabung ukur 100 ml. 
 
Prosedur Penelitian 
Purifikasi Sampel 
 Sampel diambil secara acak dari 
mahasiswa Jurusan Biologi, Fakultas 
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, 
Universitas Hasanuddin, sebanyak 10 orang, 
dengan interval usia responden antara 15-25 
tahun, dan responden bukan seorang 
perokok. Sampel yang diambil diletakkan 
dalam pot saliva. 
Sampel yang diperoleh dimasukkan 
ke dalam tabung eppendorf, masing-masing 
tabung berisi 1 mL saliva, kemudian sampel 
saliva disentrifugasi selama 5 menit pada 
kecepatan 13.000 rpm. Setelah 
disentrifugasi, supernatant dari sampel 
dibuang sebanyak 900 µL dengan 
menggunakan mikro pipet, kemudian ke 
dalam masing-masing tabung ditambahkan 
100 µL Kit Oragene DNA. 
 
Ekstraksi DNA Dengan Oragene DNA  
Sampel yang telah dipurifikasi 
kemudian diinkubasi pada suhu 50°C dalam 
inkubator air selama 1 jam. Setelah 
diinkubasi, ke dalam sampel ditambahkan 
prepIT®•L2P (PT-L2P) sebanyak 8 µL 
(1/25volume sampel) dan dicampurkan 
dengan cara divortex selama beberapa detik. 
Setelah divortex sampel diinkubasi dalam es 
parut yang diletakkan dalam sebuah wadah 
selama10 menit, kemudian sampel 
disentrifugasi pada suhu kamar selama 5 
menit pada kecepatan 13.000 rpm. 
Setelah disentrifugasi supernatan 
dipindahkan ke dalam tabung eppendorf 
yang baru dengan menggunakan mikro 
pipet. Kemudian ke dalam supernatan 
ditambahkan 350 µL ethanol 95% – 100% 
pada suhu kamar, kemudian sampel 
dicampur dengan hati-hati dengan cara 
diinversi sebanyak 10 kali. Sampel dibiarkan 
pada suhu kamar selama 10 menit agar DNA 
menggumpal. Sampel kemudian 
disentrifugasi pada suhu kamar selama 2 
menit pada kecepatan 13.000 rpm, setelah 
disentrifugasi kemudian supernatan dari 
sampel dibuang dengan menggunakan mikro 
pipet secara hati-hati agar sedimen/pellet 
tidak terganggu, kemudian sedimen/pellet 
dicuci dengan ethanol 70 %, penucician 
dilakukan dengan menambahakan ethanol 
70 %, sebanyak 250 µLke dalam sampel dan 
dibiarkan pada suhu kamar selama 1 menit 
kemudian sampel disentrifugasi selama 5 
menit, pada kecepatan 13.000 rpm, setelah 
itu supernatan dibuang sehingga yang tersisa 
hanya sedimen/pellet, selanjutnya dilakukan 
rehidrasi DNA pada sampel.  
Rehidrasi DNA dilakukan dengan 
cara menambahkan kedalam 
sedimen/pellet30 µL larutan TE dan 
divortex selama 5 detik, setelah itu semua 
sampel dimasukkan ke dalam plastik 
sampel. Untuk memastikan rehidrasiDNA 
lengkap, sampel diinkubasi pada inkubator 
air pada suhu 50°C selama1jam dengan 
sesekali divortex. Setelah proses inkubasi 
selesai maka dihasilkanlah produk DNA 
yang selanjutnya akan dianalisis dengan 
PCR. 
 
Deteksi DNA dengan PCR (Hatta et al., 
2010) 
Dalam deteksi DNA dengan PCR 
diawali dengan pembuatan PCR Mix. PCR 
Mix dibuat dengan mencampurkan 2,5 µl 
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10x buffer, 0,5 µlTaq Polymerase, 2,5 
µldNTP’s Mix(ACTP, CCTP, GCTP, 
TCTP), 0,1 µlPrimer 3’UTR Forward, 0,1 
µlPrimer 3’UTR Reverse dan 16,8 µl 
Aquadest ke dalam tabung vial PCR yang 
kemudian di tambahkan 5 µl template DNA 
yang telah diekstraksi dari sampel saliva 
menggunakan Oragene DNA, setelah itu ke 
dalam sampel ditambahkan 20 µl mineral 
oil. 
Untuk polimorfisme gen NRAMP-1, 
pasangan primer yang digunakan untuk 
menghasilkan produk Polymerase Chain 
Reaction (PCR) sebesar 244 bp untuk5' - 
GCATCTCCCCAATTCATGGT - 3 '. 
Parameter untuk thermocycling dari 3’UTR 
adalah sebagai berikut: inkubasi selama1 
menit pada suhu 94ºC, lalu 1 detik pada 
suhu  57ºC, 1 detik pada suhu 72ºC, 10 
detikpada suhu 72ºC pada tiap siklus dan 
diulangi sebanyak 37 siklus. 
Amplikon divisualisasikan dengan 
elektroforesis pada gel agarosa 2% diwarnai 
dengan Etidium Bromida. Amplikon 
digunakan untuk analisis Restriction 
Fragment Length Polymorphism (RFLP). 
 
Pemotongan Produk PCR denganEnzim 
Restriksi (PCR-RFLP) (Hatta, et al. 2010) 
Produk PCR kemudian dipotong 
dengan enzim retriksi (PCR-RFLP). 
Amplikon PCR dari3’UTR kemudian 
diambil sebanyak 10 µl dan dimasukkan 
kedalam tabung vial yang telah berisi 2 µl 
enzim restriksi Fok 1 dengan konsentrasi 
4.000 unit/mL, dan 3 µl   NE-Buffer, setelah 
itu sampel kemudian diinkubasi dalam 
inkubator 37ºC selama 24 jam. Setelah 
diinkubasi produk pencernaan pembatasan 
enzim divisualisasikan dengan elektroforesis 
dalam 2% agarosa gel diwarnai dengan 
etidium bromide, kemudian hasil PCR-
RFLP diamati pada transilluminator UV. 
 
Deteksi Produk PCR dengan 
Elektroforesis (Morin, et al. 2004) 
Gel agarosa 2% dibuat dengan 
mencampurkan 0,6 gr serbuk agarosa ke 
dalam 30 mL Tris-Buffer-EDTA di 
Erlenmeyer kemudian dipanaskan ke dalam 
microwave selama 45 menit hingga 
mendidih, lalu ditambahkan 2µL Ethidium 
Bromida. Cairan gel lalu didinginkan di 
suhu kamar. Setelah agak dingin, cairan gel 
dituang ke cetakan gel elektroforesis dengan 
menggunakan sisir gel dengan jumlah sisir 
17 sumur. 
Masing-masing 10 μL produk 
amplifikasi dicampur dengan 2 μL larutan 
Loading Dye. Setelah tercampur dengan 
baik, masing-masing dimasukkan ke dalam 
sumur gel agarosa 2% yang telah terendam 
dalam tanki yang berisi Tris acetid acid-
Buffer-EDTA. Dimasukkan juga 4 µL 
marker DNA 100 bp Ladder ke dalam sumur 
gel agarosa di dekat kontrol positif untuk 
mengetahui ukuran DNA produk PCR, 
kemudian elektroforesis dijalankan selama 
40 Menit dengan tegangan konstan 100 volt. 
Setelah 40 Menit, elektroforesis dihentikan 
dan gel diangkat untuk diamati di bawah 
sinar Ultra Violet (UV). Hasil yang 
diperoleh berupa pola pita DNA (band 
DNA) yang menunjukkan jumlah dan pola 
yang berbeda. 
Hasil deteksi PCR-RFLP dengan 
elektroforesis dianalisis berdasarkan ada 
tidaknya polimorfisme pada potongan pita 
DNA (band DNA) yang terbentuk dan data 
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disajikan secara deskriptif dengan 
menggunakan gambar. 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN  
Ekstraksi DNA dari Saliva dengan 
Oragene DNA 
Pada awal tahapan dalam penelitian 
ini dilakukan tahap ekstraksi DNA, ekstraksi 
DNA dilakukan untuk memisahkan genom 
DNA dari molekul-molekul lain dalam sel. 
Pada tahapan ini, ekstraksi DNA dilakukan 
dengan meggunakan kit Oragene DNA, Kit 
Oragene DNA merupakan buffer lisis yang 
mengandung suatu reagen yang dapat 
menjaga berat molekul DNA agar tetap 
tinggi dan mencegah kontaminasi bakteri, 
Sampel saliva akan dicampur dengan 
Oragene DNA.  
 Dalam tahapan ekstraksi DNA, 
sampel saliva ditambahkan dengan 
prepIT®•L2P (PT-L2P) untuk mengikat 
molekul DNA yang terdapat dalam sampel 
saliva, selanjutnya sampel diinkubasi di 
dalam es parut yang bertujuan untuk 
membantu ethanol dalam menyatukan DNA, 
sebab pada tahapan selanjutnya dilakukan 
penambahan etanol dengan konsentrasi 
95%-100% (absolut). Selanjutnya sampel 
disentrifugasi dan kemudian ditambahkan 
dengan etanol absolut untuk mengumpulkan 
DNA, dalam hal ini konsentrasi etanol yang 
tinggi tidak akan merusak DNA, melainkan 
dengan semakin tinggi konsentrasi etanol 
yang digunakan maka semakin kuat etanol 
mengumpulkan DNA. Pada tahapan 
selanjutnya dilakukan proses rehidrasi DNA 
yang bertujuan untuk mencairkan atau 
melepaskan DNA, karena produk DNA 
dalam bentuk sedimen. Rehidrasi dilakukan 
dengan menambahkan larutan TE yang 
dapat melarutkan DNA. Setelah proses 
rehidrasi selesai maka dihasilkan produk 
DNA, yang selanjutnya akan divisualisasi 
pada elektroforesis. 
 
Visualisasi Hasil Ekstraksi DNA dengan 
Elektroforesis 
 Produk DNA yang dihasilkan dari 
proses ekstraksi saliva kemudian 
divisualisasi pada elektroforesis untuk 
mengetahui keberadaan pita DNA yang 
terbentuk sebelum dilakukan amplifikasi 
PCR. Hasil visualisasi elektroforesis terlihat 
pada gambar 5.  
 
 
Gambar 5. Hasil Ekstraksi DNA 
menggunakan Oragene DNA 
  
Hasil visualisasi dengan 
elektroforesis pada gambar 5 terlihat bahwa 
kualitas  pita DNA dari hasil ekstraksi 
menggunakan Oragene DNA baik, dimana 
pada semua sampel diperoleh pita DNA.  
Pada sampel G3, G5, G8, dan G10 
pita yang terbentuk tebal, hal ini 
menunjukkan bahwa DNA hasil ekstraksi 
banyak. Berbeda dengan pita DNA pada 
sampel G4 dan G6 pita yang terbentuk tipis, 
hal ini menunjukkan bahwa DNA hasil 
ekstraksi sedikit, dan pada sampel G1, G2, 
G7, dan G9 pita yang terbentuk sangat tipis, 
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hal ini menunjukkan bahwa DNA yang 
diekstraksi dari sampel saliva hanya sedikit 
yang diperoleh, sehingga pita DNA yang 
terbentuk setelah dilakukan ekstraksi dan 
visisualisasi pada elektroforesis tampak 
sangat tipis.  
Dari hasil visualisasi elektroforesis 
menunjukkan bahwa produk DNA yang 
diekstraksi menggunakan Oragene DNA 
dapat dikatakan bagus, karena pada semua 
sampel saliva yang diekstraksi diperoleh pita 
DNA.  
 
Visualisasi Hasil Polymerase Chain 
Reaction 
Sampel yang telah diekstraksi 
dengan Oragene DNA kemudian  
diamplifikasi pada PCR, PCR (Polymerase 
Chain Reaction) adalah suatu teknik 
perbanyakan (amplifikasi) potongan DNA 
secara in vitro pada daerah spesifik yang 
dibatasi oleh dua buah primer 
oligonukleotida (Wanenoor, 2011). Metode 
PCR dapat melipat gandakan suatu fragmen 
molekul DNA menjadi molekul DNA (110 
bp / 5 x 10-19) sebesar 200.000 kali 
(Israyanti, 2013). Dalam tahapan PCR 
digunakan  primer gen NRAMP1 lokus 3’-
UTR yang secara spesifik akan 
mengamplifikasi target sebagai berikut: 
Primer Forward : 5’-
GCATCTCCCCAATTCATGGT-3’,  
Primer Reverse : 5’-
CAGGATAGAGTGGGACAGTT-3’ 
Dari amplifikasi PCR pada sampel 
yang telah diekstraksi dengaan Oragene 
DNA dengan menggunakan primer yang 
spesifik tersebut selanjutnya dilakukan 
visualisasi pada elektroforesis. 
 
Gambar.6 Hasil Amplifikasi PCR 
Keterangan : M  : Marker 
1-10 : Urutan sampel G1-G10 
N  : Kontrol Negatif 
 
 Berdasarkan hasil visualisasi 
elektroforesis pada gambar 6 menunjukkan 
bahwa kualitas DNA yang diekstrak dari 
saliva menggunakan Oragene DNA baik, 
dan primer yang digunakan dapat 
teramplifikasi sekitar 244 bp terhadap gen 
NRAMP-1 khususnya pada lokus 3’UTR. 
 Dari gambar 6 di atas terlihat 
bahwa pola pita DNA hasil amplifikasi PCR 
yang terbentuk dengan menggunakan primer 
spesifik berupa pita tunggal, sebelum 
dilakukan pemotongan dengan 
menggunakan enzim restriksi Fok 1. Pada 
keseluruhan sampel (G1-G10) pita DNA 
yang terbentuk terlihat jelas. Hal ini 
menunjukkan bahwa hasil ekstraksi 
mempengaruhi ketebalan pita DNA yang 
diamplifikasi pada PCR. Pada gambar di 
atas juga tampak primer yang ikut 
teramplifikasi di bawah 100 bp, hal ini dapat 
disebabkan karena primer yang digunakan 
lebih banyak dibandingkan template DNA 
pada saat dilakukan amplifikasi pada PCR.   
 Berdasarkan hasil visualisasi 
elektroforesis tersebut, nampak bahwa pada 
sampel saliva yang diekstraksi 
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menggunakan Oragene DNA, terdapat gen 
NRAMP-1. 
 
Visualisasi Polymerase Chain Reaction - 
Restriction Fragment Length 
Polymorphism (PCR - RFLP) 
Dalam mendeteksi polimorfisme 
pada gen NRAMP-1 khususnya pada lokus 
3’-UTR, maka dilakukan uji PCR RFLP. 
Polymerase chain reaction-Restriction 
fragment length polymorphism (PCR-RFLP) 
merupakan teknik yang digunakan untuk 
merestriksi untaian DNA yang telah 
diamplifikasi oleh mesin PCR dengan 
menggunakan enzim restriksi. Teknik ini 
didasarkan fragmentasi pada DNA genomik 
dengan penggunaan  enzim restriksi, dimana 
terjadi pemotongan fragmen DNA pada 
urutan pendek yang spesifik, yang 
menghasilkan fragmen DNA yang panjang  
kemudian dipisahkan oleh proses 
elektroforesis gel agar untuk menghasilkan 
suatu gambaran berisi profil pita yang dapat 
digunakan dalam analisa genetik (Lierena 
and Maciel, 2001).  
Pada penelitian ini dilakukan 
amplifikasi pada PCR terhadap sampel 
DNA, sehingga pada saat sampel 
dielektroforesis pada gel agarosa, maka akan 
terbentuk satu pola pita dengan panjang  
DNA 244 bp. Kemudian sampel DNA yang 
telah di PCR tersebut, ditambahkan enzim 
restriksi. Berdasarkan hasil penelitian yang 
telah dilakukan sebelumnya enzim restriksi 
yang dapat memotong gen NRAMP-1 
khususnya pada lokus 3’UTR adalah enzim 
Fok 1 (Faiqah, 2010). Enzim restriksi yang 
digunakan pada penelitian ini adalah enzim 
Fok 1, yang khusus memotong di wilayah 
5’. . . G G A T G (N)9ꜜ. . . 3’  dan 3’. . . C C 
A T C (N)13ꜛ. . .  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 7. Daerah Pemotongan Enzim Fok 
1 pada gen NRAMP-1 
 
Pada tahap pemotongan pita tunggal 
DNA  menggunakan enzim restriksi akan 
diperoleh beberapa potongan pada fragmen 
DNA yang telah teramplifikasi yaitu akan 
terbentuk 2 pita DNA dengan panjang DNA 
untuk gen NRAMP-1 lokus 3’-UTR sebesar 
186 bp dan 58 bp. Potongan fragmen DNA 
yang terbentuk akan digunakan untuk 
menganalisis keberadaan gen NRAMP-1 
pada lokus 3’UTR. 
Hasil amplifikasi PCR yang telah 
dipotong dengan enzim Fok 1 kemudian 
dilakukan visualisasi pada elektroforesis. 
Berikut merupakan hasil visualisasi PCR-
RFLP gen NRAMP-1 dengan menggunakan 
enzim Fok 1 yang terlihat pada gambar 8. 
NRAMP1（3'UTR 1729＋55del） 
Normal（244bp） 
12661 tttgggggga cacaatgggg cttccccaga 
ggtcttggca tctccccaat tcatggttgc 
 
12721 ccctccccca ggtctggacc tgttgccttg 
cccacggagc cacctttctg gcccacagct 
 
12781 cccaccacca cttcctgtat gggctccttg 
aagaggacca gaaaggggag acctctggct 
 
12841 aggcccacac cagggcctgg ctgggagtgg 
catgtatgac gtg↓actggcc tgctggatgt 
 
12901 ggagggggcg cgtgcaggca gcaggataga 
gtgggacagt tcctgagacc agccaacctg 
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Gambar 8. Hasil pemotongan Gen NRAMP-
1 dengan menggunakan Enzim Fok 1 
Keterangan : M  : Marker 
1-10  : Urutan sampel G1-G10 
   N  : Kontrol Negatif 
 
Dari hasil visualisasi hasil PCR-RFLP 
pada gambar 8. Menunjukkan pola pita 
DNA setelah dilakukan pemotongan dengan 
enzim restriksi, ternyata dari 10 sampel yang 
digunakan tidak diperoleh  pemotongan 
pada pita DNA oleh enzim Fok1 
(186+58bp), yang terbentuk adalah pita 
tunggal yang berada pada panjang 244 bp.  
Hal ini dapat disebabkan oleh beberapa 
faktor, diantaranya yaitu karena terjadi 
mutasi pada gen NRAMP-1 pada lokus 
3’UTR sehingga pada lokus 3’UTR tidak 
dapat terpotong oleh enzim Fok 1. 
Setelah dilakukan elektroforesis pada 
produk PCR, diperoleh pita DNA dengan 
panjang 244 bp, kemudian setelah direstriksi 
dengan enzim Fok 1 maka akan terbentuk  2 
potongan pita pada gel agarosa yang 
dielektroforesis, masing-masing memiliki 
panjang DNA 186 bp dan 58 bp, atau 
dengan kata lain pada sampel yang diteliti 
tidak terjadi polimorfisme. Sehingga dapat 
dikatakan bahwa 10 sampel kemungkinan 
mengalami mutasi atau perubahan struktur. 
Mutasi yang terjadi menyebabkan 
terjadinya perubahan urutan basa nitrogen 
pada lokus 3’UTR gen NRAMP-1, sehingga 
menyebabkan gen tersebut tidak dapat 
dipotong oleh enzim retriksi Fok 1, maka 
dapat dikatakan bahwa sampel yang 
diperoleh kemungkinan mengalami mutasi  
sehingga bersifat rentan terhadap infeksi 
kuman (Faiqah, 2010).  
Pada dasarnya, polimorfisme bisa 
saja terjadi atau tidak terjadi pada orang 
normal, biasanya dengan adanya 
polimorfisme memiliki hubungan dengan 
kerentanan seseorang pada suatu penyakit. 
Pada penelitian sebelumnya (Faiqah, 2010), 
diketahui bahwa Gen NRAMP-1 
mengekspresikan protein NRAMP-1 yang 
berperan dalam proses maturasi 
fagosom/makrofag, fusi membran fagosom 
dengan lisosom untuk membentuk 
fagolisosomal yang memfagositosis patogen 
intraseluler, mengatur transpor ion metal 
divalent yang penting untuk respirasi 
patogen intraseluler. Sehingga secara tidak 
langsung berkaitan dengan aktivitas respon 
imun seluler. Apabila tidak terjadi mutasi 
gen-gen yang bekerja pada makrofag, maka 
aktivitas seluler berjalan normal. 
 
KESIMPULAN  
 
Berdasarkan hasil penelitian yang 
telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa 
hasil ekstraksi  sampel saliva dengan 
menggunakan Oragene DNA tidak terdapat 
polimorfisme gen Gen Natural Resistance 
Associated Macrophage Protein-1 
(NRAMP-1) pada lokus 3’UTR (Un-
translated Region) yang dipotong dengan 
menggunakan enzim restriksi Fok 1.  
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